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洋 虫 成 虫 脱脂 和 蛋白酶 解 液 的 抗 氧 化 作用 
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摘要 : 对 洋 虫 Martianus dermestoides Chevrolat 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 的 抗 氧化 作用 进行 了 研究 。 用 木瓜 和 蛋白酶 水 解 洋 
虫 成 虫 脱 脂 和 蛋白, 用 截留 分 子 量 分 别 为 10 kDa 和 6 kDa 的 超 滤 膜 将 其 分 离 成 3 个 组 分 ,用 邻 茶 三 酚 - 鲁 米 诺 发 光 法 、 
DPPH 自由 基 清 除法 、Fenton 法 和 0yaizu 法 ,分 别 测定 不 同 分 子 量 的 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 清除 超 氧 阴离子 自由 
基 、DPPH 自由 基 及 羟基 自由 基 的 能 力 。 结 果 表 明 : 洋 虫 成 虫 重 白 酶 解 液 3 个 组 分 都 有 很 好 的 清除 自由 基 能 力 , 且 
还 原 性 较 强 , 以 分 子 量 < 6 kDa 的 组 分 清除 效果 最 佳 (P< 0.05)。 结 果 揭示 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 有 具有 很 好 的 抗 
氧化 作用 。 
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Antioxidant effects of delipidized protein hydrolysate from Martianus 


dermestoides Chevrolat (Coleoptera, Tenebrionidae) beetles 

YAN Shan-Chun ，CHU Zhong" * (1. College of Forestry, Northeast Forestry University, Harbin 150040， 
China; 2. Spice and Beverage Research Institute， Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences， 
Xinglong, Hainan 571533, China) 
Abstract The antioxidant effects of delipidized protein hydrolysate from Martianus dermestoides Chevrolat 


beetles were studied. The delipidized proteins from the beetles were hydrolyzed by papain and then separated 


into three parts using two kinds of ultrafiltration membranes, which permit compounds with the molecular 


weights of 10 kDa and 6 kDa to pass through separately. The antioxidant effects of the three parts to free 


radicals 0;> ,DPPH* and * OH were assayed by the methods of pyrogallol-luminol, scavenging DPPH, Fenton 


and Oyaizu, respectively. The results showed that all the three parts of delipidized protein hydrolysates from 


the beetles had distinct scavenging effects, and the strongest effects were found in the hydrolysate with the 
molecular weight less than 6 kDa (P <0.05). We so concluded that the delipidized protein hydrolysate from 


the beetle has good antioxidant effects. 
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由 基 ( reactive oxygen species, ROS)( 简 
中 产生 的 中 间 代 谢 
1997)。 机 体 在 不 断 产生 自 
除 着 自由 基 ( Halliwell，1994)， 
由 基 的 能 力 下 降 或 体内 自 
由 基 在 体内 堆积 ， 


产 
由 


由 基 生 成 过 
作用 于 生物 膜 多 不 
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化 反应 (Joshi et al.，2007)。 现 











在 常用 的 抗 氧化 剂 2，6- 二 叔 丁 基 对 甲 
香 醚 (BHA) 及 3,4, 5- 三 
(PG) 绝 大 多 数 为 合成 品 , 其 安全 
疑 (Yang et al .，2002)。 因 此 ,天 然 抗 氧化 剂 逐渐 和 
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上 其 有 良好 的 保 肝 、 防 癌 等 多 种 保健 作用 (上 户 明 等 ， ” 林 - 酚 法 测定 。 























2005)。 营 养 成 分 分 析 显 示 , 洋 虫 成 虫 蛋白 含量 占 虫 。” 1.3 洋 虫 成 虫 脱 脂 蛋 白 酶 解 液 氨 基 酸 种 类 及 含量 
体质 量 的 45% 以 上 , 是 一 种 潜在 的 食用 和 蛋白 资源 测定 
( 周 蕊 和 陈 力 ，2006), 但 目前 国内 外 尚未 见 对 其 抗 精确 称 取 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 粉 0.5 mg 及 蛋白 















































氧化 活性 的 研究 报道 。 另 外 ,有 资料 表明 ,和 蛋白质 功 ” 酶 解 液 0.5 mL 于 试管 中 ,加 入 15 mL 6 N 盐酸 溶液 ， 
能 活性 的 强 弱 与 其 分 子 量 大 小 有 关 ( 邓 成 萍 等 ， 静 置 10 min 后 抽 成 真空 ,于 100% 烘箱 内 ,水 解 24 
2006)。 为 此 , 本 研究 首次 用 邻 葵 三 酚 - 鲁 米 诺 发 光  h。 再 将 试管 中 溶液 过 滤 , 以 双 共 水 定 容 于 50 mL 容 
法 .DPPH( 二 葵 代 苦味 酰 肝 ) 自 由 基 清 除法 、Fenton ” 量 瓶 中 ,从 中 吸取 1 mL 样 液 于 25 mL 烧杯 中 , 50%C 
法 和 Oyaizu 法 ,测定 不 同 分 子 量 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 水 浴 蒸 干 ,再 加 入 1 mL 双 苛 水 燕 干 ,重复 加 入 双 蒂 
酶 解 液 清除 超 氧 阴离子 自由 基 C07 )、DPPH 自由 基 水 和 蒸 干 过 程 , 直至 HCl 被 彻底 蒸发 出 去 为 止 。 在 
(DPPH ) 及 羟基 自由 基 (.0H) 的 活力 大 小 ,分析 其 。” 制备 的 氨基 酸 水 解 样 品 中 加 入 2 mL 0.02 N 盐酸 溶 
抗 氧化 活性 ,为 洋 虫 成 虫 蛋白 在 保健 食品 药品 领域 ” 液 , 涡 旋 混 合 10 s 从 中 吸取 20 pL 样 液 , 加 入 到 6 




































































































































































































































































中 的 开发 利用 提供 理论 依据 。 mm x 50 mm 衍生 化 试管 中 , 再 加 入 60 pL AccQ* Fluor 
硼酸 缓冲 液 , 涡 旋 混合 。 向 混合 好 的 衍生 化 试管 中 
1 材料 与 方法 加 入 20 UL AceQ* Fluor 衍生 试剂 ,立即 涡 旋 混合 10 
s; 放置 1 min。 用 封口 膜 将 衍生 化 试管 封 好 , 放 在 
1.1 试 虫 .试剂 与 仪器 55% 的 烘箱 中 加 热 10 min 后 将 衍生 样品 加 入 到 微量 











1.1.1 试 虫 : 供 试 洋 虫 成 虫 在 室温 条 件 下 以 多 种 进 样 戏 中 , 即 可 上 机 检测 。 流 动 相 和 为 AccQ*Tag A 
果皮 饲养 , 待 成 虫 羽化 后 东 翅 颜色 由 白色 转 为 淡 棕 “与 水 的 混合 溶液 , 体积 比 为 1:10, 流动 相 B 为 纯 乙 
色 时 取样 ,速冻 致死 备用 。 E C 液 为 纯 水 。 所 有 溶剂 在 使 用 前 都 进行 
1.1.2 试剂 : 木瓜 蛋白 酶 ,活性 500 kU/g, 广州 酶 制 。 滤 除 气 ,并 超声 脱 气 1 min, 检测 时 以 氢气 在 线 脱 气 。 
剂 厂 ; 邻 共 三 酚 〈 焦 性 没食子 酸 ), 贵州 遵义 市 第 二 往 浊 设 为 37% ,紫外 检测 波长 248 nm, 流速 为 0.7 
化 工厂 ; 二 葵 代 苦味 酰 肝 CDPPH) ,纯度 90% 以 上 ， mlL/min, 按 系 统 要 求 设置 梯度 洗 脱 ,样品 运行 时 间 为 
美国 Sigma 公司 ; 邻 菲 嘿 啉 ,天津 市 永 大 化 学 试剂 开 45 min。 以 17 种 氨基 酸 标 样 为 标准 ,根据 样品 保留 
发 中 心 。 时 间 及 峰 面 积 确定 氨基 酸 的 种 类 及 含量 。 用 酸 测 定 
1.1.3 ”仪器 : 低温 冷冻 离心 机 , 德国 ，Biofuge ”氨基酸 总 量 ,此 条 件 下 色 氨 酸 全 部 被 破坏 ,丝氨酸 和 
Stratos; 自动 紫 外 可 见 分 光 光度 仪 ， 美国 ，Amersham ” 苏 氨 酸 有 10% ~ 15% 被 破坏 (马力 ,2007)。 
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Biosciences; 高 效 液 相 色谱 仪 ，Waters 2695, 美国 ; 1.4 抗 氧化 指标 的 测定 

极 管 矩阵 检测 器 及 氨基 酸 分 析 柱 ，Waters 2996， 美 根据 福 林 - 酚 法 测定 的 洋 虫 成 虫 重 白 酶 解 液 各 
司 , 超 滤 装 置 ,天津 膜 天 膜 工程 有 限 责任 公司 ; 恒 分子量 段 蛋白 含量 的 测定 结果 , 对 截留 的 各 个 部 分 
温水 浴 锅 , 上 海 森 信 实 验 仪器 有 限 公司 。 进行 不 同 倍数 的 稀释 ,将 其 稀释 成 蛋白 质 浓度 都 为 
1.2 ” 洋 虫 成 虫 脱 脂 蛋 白 酶 解 液 的 制备 0.4% 的 脱脂 蛋白 酶 解 液 ,然后 在 体外 对 其 抗 氧 化 性 









































取 洋 虫 成 虫 200 g, 组 织 匀 浆 机 打 碎 ,加 入 10% 分别 进行 测定 ,3 个 分 子 量 段 的 重 白 酶 解 液 均 为 独 
NaOH 溶液 2 L,80% 抽 提 60 min;4 500 xymin 离心 15 ”立体 系 分 别 进行 试验 。 
min; 取 上 清 液 。1% 盐 酸 调节 pH4.5 左右 , 待 沉淀 充 。 1.4.1 对 0; 的 清除 作用 : 取 0.1 molL 的 Tris-HCI 
分 析出 ,4 500 wymin 离心 15 min 后 , 取 沉 淀 物 ,透析 ， 绥 冲 液 (pH8.2) 2.8 mL, 分 别 加 0.1 mL 不 同 浓度 的 
60% 真空 干燥 , 得 洋 虫 成 虫 粗 蛋白 粉 (纯度 为 洋 虫 成 虫 脱脂 和 蛋白酶 解 液 及 Ve 样 液 , 混和 均匀 ,于 
57.66% )。 将 洋 虫 成 虫 粗 和 蛋白 粉 经 正己 烷 脱 脂 后 ， 25C 水 浴 中 保温 10 min, 然后 加 入 在 25%C 水 浴 预 温 
按 样品 浓度 5 多 加 入 蒸馏 水 ,水 浴 恒 温 到 42% ,加 入 ”的 3 mmoyL 邻 葵 三 酚 0.1 mL, 混 匀 后 迅速 于 干燥 的 
木瓜 蛋白 酶 (2.225 kU/g 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 粉 ), 振 “石英 比 色 严 中 ,在 320 nm 下 每 陋 半 分 钟 测定 一 
荡 搅 拌 水 解 4 h, 得 洋 虫 成 虫 脱脂 和 蛋白酶 解 液 。 OD 值 ,反应 4.5 min 结束 。 以 0.1 mol/L Tis-HCI 组 
100% 灭 酶 10 min; 4 500 rmin 离心 15 min; 取 上 清 。” 冲 液 (pH8.2) 为 空白 调 零 ,对 照 组 以 等 体积 去 离子 
液 ,依次 过 截留 分 子 量 为 6 kDa, 10 kDa 的 超 滤 膜 , 收 人 , 作 吸光 度 随时 间 变 化 曲线 的 回归 方程 ， 
集 3 个 组 分 的 蛋白 酶 解 液 , 每 组 分 蛋白 质 浓度 用 福 。 ”其 斜率 为 邻 茶 三 酚 的 目 氧 化 速率 A, 同时 用 Ve 作对 
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照 。 清 除 率 计算 公式 为 : 清除 率 (%) = ( Ap - 
A 疼 品 ) /A 和 白 X 100% ,A 为 对 照 组 邻 茶 三 酚 自 氧化 
速率 (AOD/min)，Aps 为 样品 组 邻 茶 三 酚 自 氧化 速 
率 (AOD/min)。 

1.4.2 对 DPPH* 的 清除 作用 : 取 不 同 浓度 的 洋 虫 
成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 及 Ve 样 液 0.1 mL, 分 别 加 入 
120 ymol/L DPPH 无 水 乙醇 溶液 3 mL, 混 匀 后 在 室温 
下 避 光 反应 20 min, 并 在 4 000 wmin 下 离心 10 min 
取 上 清 液 在 517 nm 下 测定 吸光 度 A, 空白 组 以 等 体 
积 无 水 乙醇 溶液 代替 DPPH 无 水 乙醇 混合 溶液 ， 
个 处 理 均 做 3 个 平行 测试 , 各 试 样 对 DPPH' 的 清除 
率 计算 公式 为 : 清除 率 (% )=(A -Ai)/Ao x 100%， 
Au 为 空白 的 平均 吸光 度 ，A, 为 试 样 的 平均 吸光 度 ; 
空白 组 =0.1 mL 试 样 溶剂 +3 mL 乙醇 + 2 mL Tris- 
HCl 缓冲 液 , 另外 , 每 个 试 样 测定 前 需 用 0.1 mL 试 
样 和 2 mL Tris-HCl 缓冲 液 对 照 调 零 , 以 消除 试剂 本 
吴 颜 色 带 来 的 误差 。 

1.4.3 对 .OH 的 清除 作用 : 取 0.5 mL 0.75 mmol/L 
邻 二 氮 菲 无 水 乙醇 溶液 于 试管 中 依次 加 入 1 mL 
0.15 molL 磷酸 盐 绥 冲 洲 液 (PBS,pH7.4) 和 0.5 mL 
去 离子 水 , 充分 混 匀 后 ,加 入 0.5 mL 0.75 mmolL 硫 
酸 亚 铁 洲 液 , 混 匀 后 ,加 入 0.5 mL 0.01% 双氧水 ,于 
37% 水 浴 60 min 后 ,在 536 nm 测 其 吸光 值 ,所 测 得 
的 数据 为 损伤 管 的 吸光 值 Ayw;。 示 损伤 管 以 0.5 
mL 蒸馏 水 代替 损伤 管 中 0.5 mL 0.01% 双氧水 , 操 
作 方 法 同 损伤 管 , 可 测 得 536 nm 未 损伤 管 的 吸光 值 
A 和 HH。 样品 管 以 0.5 mL 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 
及 Ve 样 液 代 替 损 伤 管 中 的 0.5 mL 蒸馏 水 , 操作 方 







































































































































































































































































样品 对 "OH 的 清除 率 计 算 公 式 为 : 清除 率 (%) = 
(A 一 A 损伤 2/ A 一 A 损 伤 ) X 100%。 
1.4.4 还 原 能 力 的 测定 方法 : 取 不 同 浓度 (0.1 ~ 
0.5 mg/mL) 的 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 及 V。 样 液 
各 0.5 mL, 分 别 加 入 0.2 mol/L 磷酸 钠 缓 冲 溶 液 
(pH6.6) 1 mL 及 1% 赤 血 盐 1 mL, 于 50%C 水 浴 反 应 
20 min 后 急速 冷却 , 加 入 10% 三 氯 乙 酸 溶液 1 mL， 
于 3 000 r/min 离心 10 min, 取 上 清 液 1 mL, 加 入 蒸馏 
水 2 mL 及 0.1% 三 氧化 铁 溶 液 1 mL 混合 均匀 ,10 
min 后 于 700 nm 测定 其 吸光 值 , 以 吸光 值 表示 其 还 
原 能 力 。 
1.5 数据 处 理 

半数 抑制 率 (1Cs,), 指 抑制 酶 活性 在 30% 时 的 
浓度 ,达到 IC;, 值 时 ,浓度 越 小 ,说 明 抑 制 效 果 越 强 ， 
计算 方法 采用 加 权 直 线 回归 法 ( 赵 永 芳 ,2000)。 用 
SPSS10.0 软件 包 对 IC: 值 进行 方差 分 析 , 组 间 比 较 
用 LSD 检验 差异 显著 性 。 


















































































































































2 结果 与 分 析 


2.1 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 氨基 酸 种 类 及 含量 
洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 的 氨基 酸 组 成 分 析 见 
图 1, 根 据 图 谱 中 各 种 氨基 酸 的 保留 时 间 及 峰 面 积 
换算 ,测定 洋 虫 成 虫 重 白 酶 解 液 中 氮 基 酸 组 成 及 合 
量 , 结果 如 表 1。 
生物 活性 肽 类 通常 由 两 个 至 儿 十 个 氨基 酸 残 基 
组 成 , 以 非 活性 状态 存在 于 蛋白 质 的 长 链 之 中 , 在 蛋 
白质 的 消化 过 程 中 , 具有 活性 作用 的 基 团 逐渐 暴露 
出 来 ,它们 的 活性 就 会 被 释放 出 来 。 由 于 各 种 酶 的 
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法 同 损伤 管 ， 可 测 得 536 nm 样品 管 的 吸光 值 AD 样 。 作用 点 不 同 ， 酶 解 后 氨基 酸 组 成 就 会 发 生 一 些 变化 
叶 0.40 上 
引 030 上 z 
Rs 
a 3 ass 
2 和 
之 0.10[ 辣 册 口 岂 吕 丰 册 全 
站 让 
受 0.00F 
尝 fA 
—0.10[ 1 | . | 
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 


时 间 Time (min) 











图 1 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋 





酶 解 蛋 

















Fig. 1 








液 氨 基 酸 组 成 的 液 相 色谱 分 析 图 谱 
Amino acid profiles of delipidized protein hydrolysate from 





Martianus dermestoides beetles hydrolyzed by papain 
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表 1 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋 自 酶 解 液 中 和 氨基酸 种 类 及 含量 。 1984)。 本 研究 分 析 发 现 , 与 洋 虫 成 虫 脱脂 个 日 相 
Table 1 Amino acids and their contents in delipidized 比 ,经 木瓜 集 白 酶 酶 解 的 洋 虫 成 忠 脱 脂 集 白 酶 解 液 

protein hydrolysate from Martianus dermestoides 中 几 种 与 抗 氧 化 活性 相关 的 氨基 酸 含量 均 有 不 同 程 
beetles hydrolyzed by papain 度 的 提高 ,尤其 是 His， Cys, Val, Met 和 Lys 的 含量 比 
ET 例 在 酶 解 后 有 较 大 提高 。 
0 2.2 ” 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 对 O; 的 清除 作用 
氨基 酸 Amino od Todi ai 脱脂 蛋 和 邻 莱 三 酚 - 鲁 米 诺 发 光 体系 常用 于 07 清除 的 
hdntae ow” 研究 ,不 同 分 子 量 段 的 洋 虫 成 虫 蛋 白 酶 解 液 对 超 氧 
二 一 阴离子 的 清除 作用 见 图 2。 
天 门 冬 氨 酸 Asp 7.50 8.01 
谷 氢 酸 Glu ae10 7588 a 
丝氨酸 Ser 1.74 2.25 到 -6kDa< 分 子 量 MolLWt<10kDa 
_ 一 一 分 子 节 MoLWt> 10kDa 
组 氨 酸 His 5.68 4.20 100 
H 氨 酸 Gly 2.89 2.45 : 和 
苏 氨 酸 Thr* 4.62 5.08 这 本 
精 氨 酸 Arg 1.30 1.47 革 20 
丙 氨 酸 Ala 1.95 2.29 0 ol 02 03 04 05 
酷 氨 酸 Tyr 2 10 2 32 浓度 Concentration (hg/mL) 
ee 2 pa 图 2 不 同 分 子 量 的 酶 解 蛋白 液 
纺 氮 酸 Val* 3.48 3.24 本 a 
蛋氨酸 Met* 2.04 1.86 清除 0 的 效果 
茶 丙 氨 酸 Phe* 3.18 3.86 Fig. 2 Scavenging effects of the hydrolyzed protein 
异 亮 氨 酸 Tle* 3.85 3.51 parts with different molecular weights on the O» 
si 从 图 2 中 可 以 看 出 ,分 子 量 <6 kDa 组 分 随 浓度 
脐 氨 酸 pro 让 3 入 的 增 大 ,抑制 率先 增强 而 后 降低 ,这 说 明 该 组 分 是 分 
色 氨 酸 Trp 0 0 子 量 <6 kDa 的 混合 成 分 , 它 可 能 同时 存在 具有 抗 氧 
必需 氨基 酸 合 量 EAA 22.13 22.48 化 和 促 氧 化 作用 的 成 分 ,两 者 相互 影响 , 导致 出 现 上 
非 必 需 氨基 酸 含量 NEAA 36.97 34.18 述 结 果 。Ve 和 另外 2 组 分 都 随 浓 度 的 增 大 而 抑制 
Se 5.6 率 增 强 。 各 试 样 的 1G 分别 为 : Ve 15.34 yg/mL: 分 
i 37.45% 39.68% ” 子 量 <6 kDa 28.95 pg/mL; 分 子 量 6~ 10 kDa 33.84 
必需 氨基 酸 含量 / 非 必需 氨基 本 SR 二 Jpe/mL; 分 子 量 > 10 kDa 107.34 jpeg/mL; 酶 解 液 对 

人 RN 0; 的 清除 能 力 从 小 到 大 排序 为 : 分 子 量 > 10 kDa、 
A ee 分 子 量 6~ 10 kDa\ 分 子 量 <6 kDa、Ve; 据 报 道 ,影响 

(Karel et al.,1966)。 由 表 1 可 以 看 到 , 与 洋 虫 成 虫 。” 目 由 基 清 除 能 力 的 主要 因素 是 暴露 的 氨基 酸 侧 链 基 


脱脂 后 





白 相 比 , 酶 解 液 中 的 必需 
下 降 , 但 Val, Met; lle 及 Lys 这 4 种 必需 








氨基 酸 总 比例 略微 
;氨基 酸 含量 























却 咯 微 升 高 。 另 据 文献 报道 (Yamaguchi, 1971), 酶 解 


液 中 氨基 酸 组 成 的 差 











异 可 能 导致 其 生物 活性 的 差 

















异 。 在 多 种 氨基 酸 及 其 衍生 物 功 
抗 氧化 性 研究 最 为 广 


兰 X 多 
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Leu, Tyr, Val, Met, 5- 
现 已 发 现 一些 合 
抗 氧化 作用 ,如 肌 肽 ( 
中 的 天 然 抗 氧化 剂 ， 











含 His; Trp 和 Tyr 的 短 肽 具有 明 : 


它 能 够 抑制 一 些 金属 离子 1 








能 生物 活性 中 ,以 
泛 , 如 Cys, His, Trp; Lys，Arg， 
氮 酸 等 (Adler-nissen, 1977 ) 。 
显 的 
B-Ala-His) 是 存在 于 动物 肌肉 
1 



























































蛋白 、 脂 酶 身 














线 态 氧 、0;7 ,*OH, ROO*( Mcnairney， 





























团 和 肽 序列 (Bumaugh et al.,2007), 由 于 分 子 量 小 
的 详 虫 蛋白 酶 解 液 组 分 暴露 的 具有 活性 的 氨基 酸 残 
基 较 多 , 因而 其 IC。 值 较 小 ; 相反 ,分子量 过 大 , 一些 
具有 清除 0; 的 氨基 酸 残 基 可 能 还 没有 暴露 出 来 ， 
因此 其 ICs 值 较 大 。 对 ICs 的 差异 显著 性 分 析 表 明 ， 
洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 中 分 子 量 < 6 kDa 和 分 子 
量 6~ 10 kDa 的 清除 率 与 分 子 量 > 10 kDa 之 间 差 异 
显著 (P<0.05), 说 明 前 两 者 在 清除 0” 作 用 比 后 才 
明显 。 不 同 浓度 不 同 分 子 量 段 的 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 
酶 解 液 对 0; 的 清除 效果 显著 低 于 Ve(P < 0.05)， 
说 明 其 清除 能 力 没 有 Ve 强 。 
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2.3 洋 虫 成 虫 脱 脂 蛋白 酶 解 液 对 DPPH. 的 清除 作 可 得 到 清除 率 (Roth et al.,2006)。 图 4 为 洋 虫 成 虫 





















































































































































































































































用 脱脂 蛋白 酶 解 液 分 子 量 不 同 的 3 个 组 分 及 Ve 对 。 
DPPH"* , 是 一 种 被 广泛 使 用 的 很 稳定 的 以 毛 为 OH 的 清除 能 力 的 测定 结果 。 
中 心 的 自由 基 , 在 有 机 溶剂 中 也 非常 稳定 , 呈 深 紫 一 一 维和 来 CV 
一 时 一 分 子 量 Mol.Wt<6kDa 
。 在 515 nm 处 有 一 个 特征 吸收 峰 , 当 其 过 到 自由 Ew Mol.Wt<10kDa 
一 6 一 分 子 量 Mol.Wt> 10kDa 
基 清 除 剂 时 ,DPPH 的 扳 对 电子 被 配对 ,使 其 在 最 大 ES 全 
吸收 波长 处 的 吸光 度 变 小 ,颜色 变 淡 , 其 褪色 程度 与 0 
其 所 接受 的 电子 成 定量 关系 (Li er al., 2006)。 40 
此 ,可 通过 测定 吸光 度 的 变化 来 评价 对 DPPH. 的 清 20 
除 效 果 。 图 3 为 不 同 分 子 量 段 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 0 04 要 08 en 1 
并 oncentration (mg/m 
解 液 及 V。 对 DPPH* 的 清除 能 力 的 检测 结果 。 
一 一 维 牛 素 C Ve 图 4 不 同 分 子 量 的 酶 解 蛋 白 液 清 除 *OH 
一 一 分 子 量 Mol.Wt<6kDa pp Xt EE 
一 6kDa 忆 分 子 量 MolLWt<10kDa 的 效果 
100 一 9 一 分 子 量 Mol,Wt>10kDa 








Fig. 4 Scavenging effects of the hydrolyzed protein 
































































































































SS 机 parts with different molecular weights on the * OH 
名 60 
是 40 0 图 4 表明 ,不 同 浓度 分 子 量 不 同 组 分 的 洋 虫 成 
20 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 都 具有 不 同 程度 清除 "OH 的 能 
0 人 力 ,各 组 分 对 *OH 的 清除 能 力 与 浓度 呈 明 显 的 量 效 
} Concentration mL 要 。 
关系 , 即 随 浓 度 增 加 而 增加 , 当 Ve 浓度 为 0.8 mg/mL 
图 3 不 同 分 子 量 的 酶 解 借 日 液 清除 DPPH" 时 清除 率 为 54.29%; 分 子 量 <6 kDa 的 浓度 为 1.0 
的 效果 mg/mL 时 ,清除 率 可 为 53.58%。 各 测试 样品 的 ITC。 
Fig. 3 Scavenging effects of the hydrolyzed 1 ls 四 
的 的 分 别 为 : Ve 0.74 mg/ml、 分 子 量 < 6 kDa 0.93 mg/ 


parts with different molecular weights on the DPPH* w 四 
mL; 分 子 量 6 ~ 10 kDa 1.25 mg/mL; 分 子 量 > 10 kDa 


由 图 3 可 以 看 出 ,不 同 浓度 不 同 分 子 量 段 的 洋 1.93 mg/mL, 各 组 分 清除 能 力 的 半 抑 制 率 从 小 到 大 
虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 都 具有 不 同 程度 清除 DPPH* 的 排序 为 : 分 子 量 > 10 kDa、 分 子 量 6~ 10 kDa、 分 子 
的 能 力 , 且 清 除 能 力 与 浓度 呈正 相关 。 各 测试 样品 。 量 <6 kDa、Ve。 对 半 抑 制 率 差 异 显著 性 分 析 表 明 ， 
的 羊 抑制 率 IC;, 分 别 为 : Ve 6.24 jg/mL、` 分 子 量 <6 ” 洋 虫 成 虫 蛋白 酶 解 液 各 组 分 之 间 均 有 显著 差异 (P 
kDa 15.49 pwg/mL、 分 子 量 6 ~ 10 kDa 22.00 rwg/mL、 分 <0.05), 以 分 子 量 <6 kDa 对 .OH 抑制 率 最 强 , 但 与 
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子 量 > 10 kDa 61.57 yg/mL; 其 清除 能 力 从 弱 到 强 顺 。””V 差异 不 显著 , 说 明 分 子 量 < 6 kDa 的 洋 虫 成 虫 蛋 
序 依次 是 分 子 量 > 10 kDa、 分 子 量 6 ~ 10 kDa、 分 子 白 酶 解 液 清除 "OH 的 性 能 与 Ve 相当 。 























量 <6 kDa、Vc。 对 半 抑 制 率 的 差异 显著 性 分 析 表 2.5 洋 虫 成 虫 蛋白 酶 解 液 还 原 能 力 的 测定 
明 ,Ve 与 洋 虫 成 虫 蛋 白 酶 解 液 3 个 组 分 间 均 有 极 显 物质 的 还 原 能 力 可 以 看 作为 其 潜在 抗 氧化 性 能 
著 差 异 ( P <0.01), 分 子 量 <6 kDa 与 男 外 两 组 分 i 的 重要 体现 。 公 认 抗 氧化 剂 的 抗 氧化 能 力 已 经 给 
差异 显著 (P <0.05)。 结 果 说 明 , 洋 虫 成 虫 蛋 白 酶 了 各 种 抗 氧 化 机 理 , 其 中 有 抑制 链 反 应 的 引发 、 键 合 
解 液 以 分 子 量 < 6 kDa 清除 DPPH* 效 果 最 佳 ,但 清 ”催化 作用 的 金属 离子 分解 过 氧化 物 、 抑 制 给 出 氧 质 
除 效 果 低 于 Ve。 子 、 自 由 基 清 除 能 力 以 及 还 原 能 力 。 本 试验 采用 的 
2.4 洋 虫 成 虫 脱 脂 蛋 白 酶 解 液 对 "OH 的 清除 作用 是 Ovaizu 法 , 即 通过 观察 在 酶 解 液 存在 时 , Fe’*， 
由 于 .OH 是 自由 基 中 最 活跃 最 强 的 一 种 ,因此 ” Fe:! 的 转移 来 检测 其 还 原 能 力 。 图 5 为 不 同 浓度 不 
寻找 具有 清除 "OH 的 物质 具有 十 分 重要 的 意义 。 同 分 子 量 段 的 洋 虫 成 虫 脱脂 蛋白 酶 解 液 的 还 原 能 力 。 
卫 O, 与 Fe 通过 Fenton 反应 产生 .0H, 邻 二 氮 菲 - 图 5 表明 ,不 同 分 子 量 的 洋 虫 成 虫 蛋 白 酶 解 液 
Fe 水 溶液 被 .OH 氧化 为 邻 二 氮 菲 -Fe?* 后 , 其 在 。 都 有 较 强 的 还 原 能 力 ,在 相同 的 浓度 下 ,3 个 分 子 量 
510 nm 处 的 最 大 吸收 峰 消 失 。 当 体系 加 入 0H 清 上 段 的 还 原 能 力 明显 高 于 VeCP <0.05), 且 其 吸光 度 
除 剂 后 ,此 氧化 过 程 受到 抑制 , Asw 值 将 会 增 大 ,从 而  ” 值 随 浓度 的 增加 有 显著 的 增加 , 说 明 它 是 一 种 良好 
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的 抗 氧 化 剂 。 分 子 量 < 6 kDa 的 还 原 能 力 明 显 高 于 
另外 2 个 分 子 量 段 (P < 0.05)。 
一 一 维 牛 素 C Ve 


一 覃 一 分 子 量 Mol.Wt<6kDa 
一 和 一 6kDa 声 分子 量 Mol.Wt<10kDa 














12 ”一 90 一 分 子 基 Mol.Wt>10kDa 
& 1.0 
8 0.8 
又 0.6 
贡 0.4 
及 
罕 02 | 

0 0 02 03 04 0.5 

浓度 Concentration (mg/mL) 

图 5 不 同 分 子 量 的 酶 解 蛋白 液 还 原 能 力 的 测定 


Fig. 5 The reducing effects of the hydrolyzed 


protein parts with different molecular weights 


3 讨论 





广义 的 抗 氧化 剂 是 指 自由 基 及 活性 氧 的 清除 
剂 . 阻 断 剂 及 修复 剂 等 物质 的 总 称 , 按照 作用 方式 可 
分 为 自由 基 吸 收 剂 、 金 属 离子 整合 剂 、 氧 清除 剂 . 过 
氧化 物 分 解 剂 . 酶 抗 氧化 剂 .紫外 线 吸收 剂 或 单线 态 
氧 淳 灭 剂 等 。 本 研究 结果 表明 , 洋 虫 成 虫 蛋 白 酶 解 
夜 3 个 组 分 都 有 很 强 的 清除 0; ，* OH 及 DPPH . 郊 
果 , 晶 还原 能 力 还 明显 强 于 V.。 说 明 洋 虫 成 虫 蛋 白 
酶 解 液 的 抗 氧化 作用 以 自由 基 吸 收 方式 为 主 。Chen 
等 (1995) 等 提出 具有 抗 氧化 能 力 的 多 肽 多 由 5 ~ 16 
个 氨基 酸 残 基 组 成 , 其 分 子 量 在 0.6 ~ 3 kDa 范围 
内 。 本 研究 测 得 分 子 量 < 6 kDa 的 洋 虫 成 虫 蛋 白 酶 
解 液 的 抗 氧化 能 力 最 强 , 说 明 洋 虫 成 虫 蛋白 经 水 解 
后 ,形成 许多 中 、 小 分 子 量 的 肽 类 物质 , 使 能 参加 反 
应 的 氨基 酸 侧 链 基 团 逐 渐 暴 露 , 使 酶 解 液 的 抗 氧化 
能 力 远 远大 于 大 分 子 的 洋 虫 成 虫 蛋白 。 洋 虫 成 虫 蛋 
白 属 天 然 提取 物 , 因此 , 其 酶 解 液 具有 研制 开发 抗 自 
由 基 保 健 品 的 良好 前 景 。 
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